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RESUMEN
La  diarrea  causada por  enteropatógenos 
es una importante causa de enfermedad 
en los niños en América Latina. El 
incremento de la resistencia de Shigella 
frente a antibióticos en varios lugares del 
mundo, incentiva  la búsqueda de 
terapias alternativas. Entre estas últimas 
se encuentra el uso de sustancias 
naturales antimicrobianas. En este 
trabajo se evaluó la actividad 
antibacteriana in vitro de extractos 
acuosos de cáscara de granada (Punica 
granatum L.) frente a  aislamientos 
clínicos de Shigella sp. para determinar 
los siguientes parámetros: halos de 
inhibición por difusión en agar, 
concentración inhibitoria mínima (CIM), 
concentración bactericida  mínima 
(CBM) y actividad bactericida (curva de 
muerte). El análisis fitoquímico reveló la 
presencia de metabolitos  secundarios 
en la cáscara, incluyendo compuestos 
fenólicos y flavonoides. El extracto 
acuoso de cáscara de granada obtenido 
por decocción mostró   mayor inhibición 
frente a Shigella flexneri que aquel 
obtenido por infusión. Entre las 
decocciones, las de 25-30 min de 
ebullición fueron las de mayor actividad. 
La  curva de  muerte disminuyó tres 
unidades logarítmicas después de 4 h, 
indicando un efecto bactericida, las 
microfotografías demostraron la pérdida 
de la integridad de la pared celular. La 
actividad del extracto acuoso estaría 
relacionada a un mayor contenido (46%) 
de compuestos fenólicos totales.
PALABRAS CLAVE: efecto antimicrobiano, 
granada, Shigella
SUMMARY
The  diarrhe a caused by 
enteropathogens  is   prevalent in 
children from Latin America. The 
increasing number of reports on 
antibiotic resistance of Shigella in several 
parts of the world en courages the search 
of   alternative therapies, including the 
use of natural antimicrobials. The current 
research assessed the in vitro antimicrobial 
activity of   aqueous extracts from the 
peel of pomegranate (Punica granatum 
L.) against clinical isolates of Shigella on 
the following      parameters: halo  of 
growth inhibition, minimum inhibitory 
concentration (MIC), minimal bactericidal 
concentration (MBC) and 
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bactericidal activity (death curve). 
Phytochemical analysis revealed the 
presence of secondary metabolites in 
the    peel, including      phenolic 
compounds   and flavonoids. The 
aqueous extract obtained by decoction 
from the pomegranate peel inhibited 
S. flexneri more than the infusion. The 
decoctions obtaining after boiling for 
25-30 min showed  the highest 
antibacterial activity. The death curve 
decreased  3     log units after   4    h, 
indicating a bactericidal effect, and 
photomicrographs showed the loss of 
cell wall   integrity.    AE    activity was 
related to a higher content (46%) of total 
phenolic compounds.
KEY WORDS:  antimicrobial effect, 
pomegranate, Shigella
INTRODUCCIÓN
La shigelosis es un problema endémico 
en nuestro medio, reconocido por la 
Organización Mundial de la Salud (OMS) 
como uno de los más importantes ries-
gos en Salud Pública. Es una de las causas 
principales de diarrea en pacientes 
pediátricos en los países en desarrollo y 
en menor grado en niños en los países 
industrializados. El riesgo de contraer 
shigelosis      está asociado a las deficien-
cias en la sanidad ambiental y la higiene 
personal [1,2]. La shigelosis, es una 
disentería aguda ocasionada por bacilos 
del género Shigella   que se manifiesta 
con la presencia de heces con sangre, 
mucus, acompañada de fiebre, calam-
bres abdominales y tenesmo. La mayoría 
de los  países de América Latina presen-
tan zonas de alto hacinamiento con un 
saneamiento deficiente. La diarrea y 
disentería causadas por entero-
patógenos bacterianos se encuentran 
entre las principales causas de morbili-
dad y mortalidad [3,4]. Esta enfermedad 
endémica es responsable del 8 al 12% de 
los episodios de diarrea y el 52%   de los 
casos requieren internación.  La mayor 
tasa de incidencia se ha registrado en 
niños entre 1 y 4 años de edad. Se han 
reportado al menos 140 millones de 
casos en todo el mundo con 600.000 
muertes por año de las cuales el 60% 
corresponden a niños menores de    5 
años de edad [5]. Es una de las pocas 
infecciones entéricas para las cuales se 
prescriben antimicrobianos con el fin de 
disminuir la duración de la diarrea y la 
excreción    de  Shigella       en las deposi-
ciones obteniéndose así   beneficios 
clínicos y epidemiológicos.  
En colaboración con WHONET - 
Argentina, la red nacional de vigilancia 
de la resistencia antimicrobiana, y  el 
Instituto “Dr. Carlos Malbrán” (Adminis-
tración Nacional de  Laboratorios en 
Institutos de Salud, ANLIS) organizamos 
un sistema para la detección de brotes 
locales y regionales de Shigella spp.  El 
proce- dimiento incluía la búsqueda de 
brotes determinando el género, la espe-
cie y el fenotipo de resistencia de la bacte-
ria responsable. En un período de 12 
meses se identificaron 19 “eventos” 
estadísticos. Seis brotes fueron reporta-
dos al Ministerio de Salud, cuatro de ellos 
estaban estrechamente ligados con 
eventos detectados por SaTScan [6,7].
El incremento en el nivel de resistencia 
de bacterias enteropatógenas, ante los 
agentes antimicrobianos es alarmante y 
el tratamiento de las enfermedades 
causadas por estos patógenos se hace 
cada vez más    difícil. En nuestro labora-
torio se evaluó la sensibilidad de entero-
patógenos frente a antimicrobianos.  Los 
primeros se aislaron de 4.364 niños 
menores    de cinco años de edad afect-
ados por la diarrea. Los pacientes sufrían 
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de diarrea aguda y vivían en siete 
ciudades diferentes en la provincia de 
Tucumán (Argentina). La resistencia de 
Escherichia coli diarreagénica a ampici-
lina fue del 74,5% y a trimetoprima-sul-
fametoxazol del 64,2% mientras que la 
resistencia de Shigella spp. fue del 62% y 
75,6%, respectivamente. Sin embargo, la 
resistencia no siempre se distribuye de 
manera uniforme   y la Argentina también 
presenta  variaciones geográficas [6,7]. 
La difusión mundial de patógenos resis-
tentes  a  los antibióticos ha incremen-
tado la búsqueda de compuestos     anti-
microbianos    de    origen natural, inclu- 
yendo las plantas  medicinales. Se sabe 
que en algunos países en desarrollo, las 
plantas son ampliamente utilizadas con 
fines terapéuticos para tratar enferme-
dades infecciosas. Entre los distintos 
compuestos vegetales, los polifenoles 
han recibido una atención especial 
debido a sus variadas funciones biológi-
cas. Poco se sabe acerca de la actividad 
antibacteriana y de los efectos farma-
cológicos de estos compuestos frente a 
enterobacterias, que producen diarrea y 
disentería. De ahí la necesidad de inves-
tigar las propiedades de las plantas 
medicinales para validar su uso en la 
medicina tradicional [8,9]. En estudios 
previos se determinó la actividad antimi-
crobiana de extractos acuosos (EA) de 
arbustos y plantas populares en el 
noroeste      argentino tales como la agri-
monia, cachiyuyo o charrúa (Aristolochia 
argentina), duraznillo blanco (Solanum 
glaucophyllum), encina (Quercus ilex), 
granada (Punica granatum), guayaba 
(Psidium guayaba), Hamamelis (Hama-
melis virginia), el higo común (Ficus 
carica), pétalos de rosa (Rosa spp.), roble 
(Quercus robur), suico (Tagetes minuta) y 
zarzamora (Rubus spp.) contra entero-
patógenos y se demostró que los EA de 
encina, cáscara de granada, hamamelis, 
pétalos de rosa y roble inhibieron cepas 
de Shigella. El EA obtenido de cáscara de 
granada mostró el mayor halo de 
inhibición [10,11]. Investigando la acti- 
vidad antibacteriana in vitro de varios 
extractos, Prashanth y col. [12] esta- 
blecieron la concentración inhibitoria 
mínima (CIM) del extracto acuoso de 
Punica     granatum   L. frente a los 
patógenos Staphylococcus aureus (25 
mg/mL), E. coli (50 mg/mL), Proteus 
vulgaris, Bacillus subtilis (25 mg/mL) y 
Salmonella typhi (25 mg/mL). Estudiando 
las propiedades antibacterianas de 
extractos acuosos y metanólicos obteni-
dos de 26 plantas medicinales utilizadas 
en México para el tratamiento de trastor-
nos gastrointestinales, Alanis y col. [13] 
ensayaron Punica granatum L. frente a S. 
sonnei, S. flexneri y Salmonella spp. Un 
extracto crudo acuoso inhibió el 64% de 
las cepas S. sonnei, mientras que el mismo 
extracto con la misma concentración del 
compuesto activo (8 mg/mL) inhibió el 
100% de las cepas S. flexneri. Estudios 
llevados a cabo en Uruguay, Paraguay y 
Argentina han demostrado que 
S. flexneri es la   especie más frecuente-
mente aislada durante los episodios de 
diarrea, seguida por S. sonnei [14,15]. 
Teniendo en cuenta  que en San Miguel 
de Tucumán, Argentina, Shigella es la 
segunda enterobacteria encontrada en 
los episodios de diarrea y que el uso de 
las hierbas medicinales es muy común 
en nuestra población, el objetivo de esta 
investigación fue demostrar la actividad 
antimicrobiana de extractos acuosos 
obtenidos a partir de cáscara de granada 
frente a una cepa de S. flexneri.
En el año 2001 Prashanth y col. [12] estu- 
diaron la actividad antibacteriana in vitro 
de varios extractos y los valores CIM (mg/
mL) del extracto acuoso de Punica 
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granatum L. para los    diferentes 
patógenos fueron los siguientes: 
S. aureus (25), E. coli (50), Klebsiella 
pneumoniae (sin actividad), P. vulgaris, 
B. subtilis (25) y S. typhi (25). En el año 2005 
Alanis y col. [13] estudiaron las propie-
dades antibacterianas de extractos 
acuosos y metanólicos obtenidos a partir 
de 26 plantas medicinales utilizadas en 





La cáscara de granada se obtuvo de una 
herboristería ubicada en San Miguel de 
Tucumán, Argentina. Los extractos se 
prepararon siguiendo dos formas 
extractivas descriptas en Farmacopea 
Argentina VII.
Infusión: 4 g    de material vegetal se 
sumergieron en agua hirviendo (100 mL) 
durante 10 min para  saturar el líquido 
con los  compuestos activos presentes 
en la planta. Después de enfriar hasta 
40-45°C, se filtró el líquido y se liofilizó el 
filtrado.
Decocción: se hirvió 4 g de material con 
100 mLde agua durante 1, 5, 10, 15, 20, 
25 y 30 min. Después de enfriar hasta 
40-45 °C, se filtró el líquido y se liofilizó el 
filtrado.
Microorganismos
Cepas de S. flexneri (n=7), S. flexneri resis-
tente a la ampicilina (n=1) procedentes 
de  pacientes  internados en hospitales 
de Tucumán se ensayaron en presencia 
de los extractos acuosos de cáscara  de 
granada con el fin de establecer la sensi-
bilidad de las mismas. Todas las cepas 
fueron caracterizadas en el Laboratorio 
de Bacteriología de la Facultad de 
Bioquímica, Química y Farmacia, UNT, 
Tucumán, Argentina. Las cepas fueron 
identificadas mediante el análisis 
bioquímico estándar, según el Manual 
de Microbiología Clínica [17] y el Manual 
de Determinaciones Bacteriológícas  de 
Bergey [18]. Las cepas fueron  conser-
vadas a -70ºC en medio BHI con 25% (v/v) 
de glicerol. Las  mismas se  activaron 
mediante subcultivo en caldo BHI. De 
todas las cepas ensayadas, se seleccionó 
una de S. flexneri aislada de un niño de 
tres   años con disentería bacilar, resis-
tente a ampicilina, que demostró mayor 
sensibilidad a los extractos acuosos de 
cáscara de granada para posteriores 
ensayos antimicrobianos.
Ensayos antibacterianos
Método   de  difusión  en    agar: se prepa-
raron  inóculos de  las cepas a ensayar 
cuyo tamaño fue de 108 células/mL 
equivalente al 0,5 de la escala de Mc 
Farland [19]. Cada inóculo se diluyó 1/10 
en caldo de Mueller Hinton (MHB).
A partir de cada dilución 1/10 se 
sembraron 2 μL (2x104 UFC/mL) en el 
centro de una caja de Petri conteniendo 
15 mL de medio Mueller Hinton con agar 
al 1,5% (MHA) (Britania). Los 2 μL se 
distribuyeron uniformemente sobre la 
superficie del MHA utilizando un hisopo 
estéril. En   cada caja     de   Petri,   se 
perforaron pozos de 5 mm de diámetro 
en el agar con  un  sacabocados  estéril. 
En cada pozo se vertieron 50 μL de un 
EA. Las placas se incubaron a 37°C 
durante 24 h.
Después de la incubación se examinaron 
las placas para determinar la inhibición 
del crecimiento bacteriano indicada por 
una zona sin crecimiento alrededor de 
los pozos. Se midió el tamaño de los halos 
de inhibición y la actividad antibacte- 
riana fue expresada como el diámetro 
Arch. bioquím., quím, farm.   Tomo XXIV Nº 1   2015 9
(mm) de la zona de inhibición. La ausen-
cia de un halo de inhibición fue interpre-
tada como ausencia de actividad. Cada 
extracto se ensayó por triplicado y cada 
experimento se repitió dos veces.
Determinación de compuestos solu-
bles en agua por liofilización
Cincuenta mL de extracto de cáscara de 
granada al 4% después de decocción 
durante 10 min y posterior liofilización 
permitió obtener 10 mg de compuestos 
solubles por mL de EA (10 mg de 
compuesto soluble/mL EA).
Determinación cuantitativa de la 
actividad antimicrobiana
Método de macrodilución seriada en 
agar: se realizaron diluciones seriadas 
(volumen final 1 mL) del EA con MHB. A 
cada dilución se le incorporó 9 mL de 
MHA fundido, la mezcla se vertió en 
placas de Petri y se mezcló cuidadosa-
mente. Después  de la solidificación, 
cada placa se sembró con 2 μL de una 
suspensión de células bacterianas (2 x 
104 bacterias/mL). Posteriormente, las 
placas de Petri se incubaron aeróbica-
mente a 37°C durante 24 h. Se incluyó 
un control de crecimiento de cada cepa 
en MHA sin EA. La CIM se definió como 
la mayor dilución del EA en la cual no se 
observó crecimiento después de incu-
bar.
Método de microdilución en caldo: se 
utilizó  para determinar los valores de 
CIM y CBM de los extractos frente a los 
organismos ensayados según lo 
recomendado por el Instituto de 
Estándares   Clínicos y  de Laboratorio [19]. 
Diluciones del extracto entre 0,5 y 0,02 
fueron ensayadas frente a una concen-
tración de inóculo final de 5x105 UFC/
mL. Los     tubos de   ensayo inoculados 
se incubaron a 37 °C durante 24  h.  La 
presencia de   turbidez en los tubos indicó 
la existencia de crecimiento bacteriano. 
El valor de la      CIM correspondió  al tubo 
conteniendo la más baja concentración 
de EA en la cual no se observó ninguna 
turbidez
Determinación de la actividad 
bactericida del EA de cáscara de 
granada (CBM)
La CBM se obtuvo por re-inoculación de 
placas de agar con 10 μL procedentes 
de los tubos en los que no se observó 
turbidez en el ensayo de microdilución 
en caldo. La concentración bactericida 
mínima (CBM) se determinó después 
de 24 h de incubación a 37°C. La CBM 
se definió como la dilución más baja 
del EA que mató al menos el 99,9% de 
las bacterias.
Estudios de curvas de letalidad de S. 
flexneri
La actividad bactericida se determinó a 
través  del método de   la curva de leta- 
lidad recomendado por el CLSI. En el 
medio MHB se agregó una suspensión 
de S. flexneri de 5x105 UFC/mL y EA para 
obtener una concentración final de dos 
veces la CIM. Las mezclas se incubaron a 
37 °C durante 12 h. Se tomaron muestras 
después de    0, 2, 4 y 6 h que fueron 
diluidas en serie. Cada dilución (0,1 mL) 
se sembró por duplicado. Se incubaron 
a 35°C  durante 18 h   y  se realizó el 
recuento de células bacterianas totales 
(UFC/mL). La actividad bactericida se 
definió como una reducción del 99,9% 
(≥ 3 unidades logarítmicas) en  el 
recuento de células comparado con el 
recuento total de células del inóculo 
inicial. El efecto    “carry over” fue minimi-
zado por dilución. La incubación se 
prolongó por 24 h para ver si no se 
producía recrecimiento.
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ANÁLISIS FITOQUÍMICO 
determinación del contenido de los 
compuestos fenólicos y flavonoides 
totales 
Los contenidos totales de fenoles se 
determinaron utilizando el método de 
Folin-Ciocalteu y los flavonoides se 
estimaron con el método por Popova y 
col. [20,21]. Las concentraciones se 
determinaron por espectrofotometría a 
420 nm. La quercetina se utilizó como 
estándar.
Microscopía electrónica
A una suspensión de S. flexneri conte-
niendo 5x105 UFC/mL se le añadió caldo 
MHB  con EA    de   cáscara de    granada 
a una concentración  final de dos veces 
la CIM. Esta mezcla se incubó a   37°C 
durante 12 h. Durante la incubación en 
los tiempos  0,  6 y 12 h se tomaron alíc-
uotas que se centrifugaron a 12.000 rpm 
y se descartó el sobrenadante.  A   conti- 
nuación, se añadió a los pellets, glutaral-
dehído 25%,  buffer fosfato y para-form-
aldehído 8% para mantenerlos hasta su 
posterior procesamiento. Se  prepararon 
controles del EA y   el  inóculo  bacteriano. 
Los pellets posteriormente se procesa-
ron siguiendo un protocolo previamente 
descripto con el fin de observar los efec-
tos del EA sobre la bacteria mediante 
microscopía electrónica de transmisión 
(MET). Las observaciones se realizaron en 
el centro de microscopía electrónica 
LAMENOA (UNT).
RESULTADOS
El EA de la cáscara de granada presentó 
la mayor zona de inhibición (22 mm) a 
los 25 y 30 min de decocción (Tabla I). La 
cepa de   S. flexneri seleccionada presentó 
resistencia a ampicilina y sensibilidad al 
resto  de los antibióticos ensayados 
(Tabla II).
Concentración mínima inhibitoria 
(CIM)
De las  ocho   cepas de S. flexneri  ensaya-
das, cuatro  mostraron una CIM de 0,5 
mg/mL y  4 presentaron una CIM de 2 
mg/mL (Tabla II). Los valores de CIM para 
medio líquido y sólido proporcionaron 
valores comparables      para las 8 cepas 
de S. flexneri ensayadas, lo que indica una 
correlación entre ambas metodologías: 
CIM de medio sólido y CIM en medio 
líquido. De las cuatro  cepas que presen-
taron CIM de 0,5 mg/mL, tres 
demostraron una CBM de 1 mg/mL y la 
cuarta cepa presentó un valor de 1,1 mg/
mL (Tabla III). De las  cuatro cepas con 
una CIM de 2 mg/mL, tres presentaron 
una CBM de 3 mg/ mL y una un valor de 
2,5 mg/mL (Tabla III). Los valores están 
expresados en mg/mL de compuesto 
soluble de  AE. La  curva de muerte mues-
tra que después de 4 h el número de 
células viables (UFC/mL) disminuyó en 
más de 4 unidades logarítmicas, lo cual 
indica que  el EA   de cáscara de granada 
presentó actividad bactericida frente a 
S. flexneri (Figura 1).
Análisis fitoquímico y eficiencia de los 
compuestos activos solubles
A partir de 50 mL de cáscara de granada 
al 4% sometidos a decocción durante 10 
min   se obtuvieron 10 mg     de 
compuestos solubles por mL de EA. En 
ese peso, los contenidos totales de 
compuestos fenólicos y de flavonoides 
participaron en un 46% (4,6 mg/mL) y 
13% (1,3 mg/mL), respectivamente. La 
cromatografía de capa fina confirmó la 
presencia de los compuestos fenólicos 
en el EA, los cuales serían 
mayoritariamente flavonoides. Los 
reactivos cromogénicos utilizados en el 
revelado de las cromatoplacas de capa 
fina no detectaron la presencia de 
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Tabla I
Actividad inhibitoria después de diferentes tratamientos del extracto acuoso (EA) a partir de cáscara 
de granada frente a Shigella flexneri
Tabla II
Sensibilidad antimicrobiana de Shigella flexneri frente a diferentes antibiótico
S: Sensible
R: Resistente
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Figura 1. Efecto bactericida de cáscara de granada frente a Shigella flexneri. Curva de muerte
Tabla III
Valores de CIM del EA de cáscara de granada alcanzados frente a Shigella flexneri en  medio sólido y 
líquido. Los valores se expresan en mg de compuesto soluble por mL de EA
Tabla IV
Valores de CBM del EA de cáscara de granada alcanzados frente a Shigella spp. Los  valores están 
expresados en mg de compuesto soluble por mL de EA
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cumarinas y alcaloides (Tabla IV).
Microscopía electrónica
Las células de S. flexneri se observaron 
mediante MET en muestras control 
(Figura 2A) y expuestas al EA (Figuras 2B 
y 2C: Barra: 0,25 μm). A diferencia de lo 
observado en los controles, las células 
bacterianas expuestas a EA presentaron 
forma piriforme con aspecto mamilado 
y numerosas protuberancias. También se 
observa pérdida de la integridad de la 
pared celular.  El desarrollo de una 
vesícula y la pérdida de material celular 
son claramente visibles (Figuras 2B y 2C).
DISCUSIÓN
Publicaciones anteriores indicaban que 
el fruto de     P. granatum L.      posee acti- 
vidad    antibacteriana lo cual explicaría, 
al menos en parte, los usos informados 
para el mismo en medicina popular. Por 
ejemplo, en la medicina tradicional en 
Cuba, la granada se utiliza para el trata-
miento de disentería, infecciones micro-
bianas, diarrea, helmintiasis y patologías 
respiratorias [21-24]. La granada se utiliza 
en Etiopía como una droga tenicida 
porque presenta una toxicidad relativa-
mente baja [25,26].  Sin embargo, la toxi-
cidad de P. granatum L. no se investigó 
intensivamente. Amorin no observó 
ningún efecto tóxico en ratas tratadas 
con extractos acuosos de granada simi-
lares a los utilizados en la medicina popu-
lar [27]. En México, Navarro y col. [28], 
investigaron la actividad antibacteriana 
de       extractos metanólicos      de doce 
plantas, incluyendo la  cáscara de 
granada. Los extractos se ensayaron 
frente a S. aureus, E. coli, P. aeruginosa  y 
Candida albicans  mediante el método 
de microdilución. Los autores informa-
ron una CIM de     0,62 mg/mL para 
S. aureus y 10 mg/mL para E. coli  y 
P. aeruginosa. Utilizando el mismo 
método de ensayo, se evaluó el efecto 
antibacteriano del extracto metanólico 
de cáscara de granada [29]. El extracto 
manifestó actividad frente a S. enteritidis 
(CIM=4 mg/mL) y L. monocytogenes 
(CIM=4 mg/mL) y una reducción de más 
de 1 unidad logarítmica en el caso de 
L. monocytogenes aislada de alimentos 
durante el almacenamiento de los 
mismos a 4°C. Nascimento y col. [30], 
estudiaron el efecto antimicrobiano del 
fruto de P. granatum L. frente a S. aureus 
Figura 2. Imágenes obtenidas mediante MET de células de Shigella flexneri (A) en ausencia y (B y C) 
bajo la exposición a la decocción de cáscara de granada. Barra B y C: 0,25 μm
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ATCC 6538, S. choleraesuis ATCC 10708, 
P. aeruginosa   ATCC 15442, B. subtilis, 
K. pneumoniae, Shigella spp., Proteus spp., 
P. aeruginosa,   E. aerogenes,   E. coli y 
S. aureus (resistente a los antibióticos). Se 
encontraron zonas inhibitorias (≥7 mm) 
para   P. aeruginosa ATCC 15442 y B. subtilis. 
Holetz  y col.    [31] , investigaron la acti- 
vidad antibacteriana de frutos de 
P. granatum L.  y encontraron valores de 
CIM de 62,5 μg/mL para S. aureus ATCC 
25923 y más de 1.000 μg/mL para 
B. subtilis ATCC 6623, E. coli ATCC 25922 y 
P. aeruginosa ATCC 15442. Alanis y col. 
[13], estudiaron las propiedades antibac-
terianas de extractos acuosos y metanóli-
cos de 26 plantas medicinales utilizadas 
en México para el tratamiento de trastor-
nos gastrointestinales. Se ensayó P.  granatum 
L.  frente a E. coli  ATCC 25922, S. sonnei, 
S. flexneri y Salmonella spp. Los investi-
gadores demostraron que el 64% de las 
cepas de Sh. sonnei fueron inhibidas con 
un extracto que contenía 8 mg/mL del 
compuesto  activo; mientras que la 
misma  concentración inhibió el 100% 
de las cepas de S. flexneri. Estos resultados 
coinciden con los nuestros. Mathabe y 
col. [32] examinaron la actividad antibac-
teriana  de extractos metanólicos, 
etanólicos, acetónicos y acuosos a partir 
de la raíz de P. granatum L. (100 mg/mL) 
frente a  S. aureus ATCC 25923, S. typhi 
ATCC 0232, V. cholerae, E. coli ATCC 35218, 
S. dysenteriae, S. flexneri, S. sonnei y S. boydii. 
Los autores determinaron zonas inhibi-
torias de 12,7 y 30,7 mm para S. sonnei y 
S. flexneri, respectivamente y, la CIM del 
extracto acuoso fue de 0,156 mg/mL 
para ambas especies. Estos estudios 
muestran que los extractos acuosos y 
orgánicos de P. granatum L. fueron igual-
mente activos frente a las bacterias Gram 
negativas S. sonnei y S. boydii. Este hecho 
contrasta con los resultados de otros 
científicos que afirmaron que los 
extractos  acuosos mostraron menos 
actividad frente a las bacterias Gram 
negativas que los extractos orgánicos 
[33]. Algunos científicos han atribuido la 
actividad antimicrobiana a la presencia, 
en raíces, de taninos solubles en agua 
[34,35]. Nuestro estudio demuestra que 
el extracto acuoso de cáscara de granada 
consistió en un 46% de compuestos 
fenólicos totales. Galotaninos   y elagi-
taninos novedosos, aislados a partir de 
la corteza del fruto de P. granatum L., son 
los principales componentes respon- 
sables    de la        acción antimicrobiana 
de esta especie [36]. Varios      estudios 
han tratado de determinar si la actividad 
de los flavonoides es bacteriostática o 
bactericida. Algunos ensayos con flavo-
noides mostraron una reducción de 
1.000 veces o más en el recuento de célu-
las viables de MRSA-YK, S. aureus NCTC 
6571 y MRSA-16, lo que sugiere que los 
flavonoides  tienen   actividad bactericida. 
Sin embargo, se ha demostrado    recien-
temente que algunos flavonoides indu-
jeron la formación de agregados pseu-
domulticelulares tanto en cepas de 
S. aureus resistentes a los antibióticos 
como sensibles [37]. Probablemente, los 
flavonoides no matan las células bacte-
rianas, pero sí inducen la formación de 
agregados bacterianos y por lo tanto, 
reducen el número de UFC en los recuen-
tos de células. La observación de células 
bacterianas mediante MET indica que el 
extracto acuoso de la cáscara de 
P. granatum L., provoca cambios en la 
condensación de la matriz cito-
plasmática, ondulaciones en la 
membrana  plasmática, gran contrac-
ción del citoplasma y lisis celular. Los 
efectos observados confirman la activi-
dad antibacteriana observada para el EA 
en este trabajo mediante el ensayo de 
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microdilución. 
El presente trabajo estableció que el 
extracto acuoso obtenido de cáscara 
de granada (P. granatum L.) conteniendo 
un 46% de compuestos fenólicos presentó 
actividad antimicrobiana contra 
S. flexneri. Se obtuvieron valores de CIM 
entre 0,5 y 2 mg/mL y de CBM entre 1 
y 3 mg/mL. También se demostró, que 
el extracto disminuyó el crecimiento 
bacteriano en 3 unidades logarítmicas 
después de 4 h de incubación y, los 
resultados de microscopía electrónica 
demostraron la pérdida de la integri-
dad de la pared celular y lisis celular. 
Estos resultados confirman la actividad 
bactericida del EA obtenido de cáscara 
de granada frente a S. flexneri.
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